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Uvod

Kratce po svém objeveni byla spektroskopickd metoda — Nuklearni Magneticka
Rezonance vyhradné¢ doménou fyzika a jeji vyuziti bylo pomérné omezené. S objevem a
pochopenim vztahu mezi chemickou strukturou a polohou resp. tvarem NMR signalt se vSak
jeji vliv rychle ptfenesl do chemie, kde se vyznamné uplatnila a stale uvplatituje jako
nepiekonatelnd metoda strukturni analyzy pfi urcovani struktur malych organickych a
organokovovych sloucenin, ptirodnich latek a syntetickych polymerd.

NMR spektrometrie Lékarstvi

Biologie

Fyzika

50- 1éta

80-90- 1éta

soucasnost

S rozvojem experimentalnich postupil a pfistrojového vybaveni pak pfednosti této metody
elegantné¢ vyuzila strukturni biologie pii popisu komplikovanych proteinovych struktur,
nukleovych kyselin a jinych komplexd. Dnes jiz 1ze nalézt vyznamné aplikace v primyslu,
predevsim ve farmacii, ale 1 pii identifikaci takovych produktl jako jsou potraviny nebo
produkty metabolismu. Dnesni ,,proteomicky* a ,,metabonomicky* vyzkum se bez moderni
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NMR spektrometrie jen téZzko obejde. V soucasné dobé vSak NMR spektrometrie zasahuje do
nasSeho Zivota snad nejvice v Iékafstvi a to jako zcela neinvazni diagnostickd metoda.

Energie uloZena v atomovém jadre

Ackoli slovo ,,nuklearni* v nds mize vyvoldvat fadu smiSenych pocitli spojovanych
s fizenym 1 nefizenym uvoliovanim obrovské energie pii rozpadu atomového jadra témer
podle znamého vztahu E = m.c?, nuklearni magneticka rezonance (NMR) piekvapivé pracuje
s energiemi, které jsou velmi nepatrné. Mnohdy je vibec nedokdZzeme odliSit od
elektronického Sumu zpisobené¢ho tepelnym pohybem atomii vodi€e v elektronickych
soucastech spektrometru. Proto musime méfeni mnohokrat opakovat a signaly postupné
nacitat. Pfesto, anebo mozna praveé proto, je NMR spektrometrie tak rychle se vyvijejici oblast
strukturni analyzy. Nedavny rozvoj experimentalnich postupt a elektronickych soucasti vedl
k tomu, ze dosazené rozliSeni a selektivita NMR experimentd umoziuji velmi ptesné
popisovat strukturu a vnitini pohyblivost Sirokého spektra latek (od velice tvrdych a rigidnich
skel, organickych i anorganickych krystalii, pfes syntetické polymery az po velice mekké a
pohyblivé gely a roztoky polypeptidi ¢i proteintl). Diky tomu je mozné popsat trirozmérné
usporddani i1 u takovych latek, které jen velmi neochotné poskytuji krystaly vhodné
k rentgenové difrakcei, které jsou nerozpustné anebo poskytuji pouze velmi ziedéné roztoky.
To umoznila ptfedev§im uZasna technologie kryosond. V nich jsou detekéni civka a
predzesilovace signalu tak siln€ ochlazeny, Ze je potlacen tepelny pohyb atomt ve vodicich a
s nim 1 elektronicky Sum. Tim se potfebny experimentalni ¢as snizi az 16-krat. Navic je fada
fyzikalnich veli¢in sledovanych metodou NMR citlivych na rychlost a amplitudu vnitinich
pohybt latek, a tak pravé NMR spektrometrie podava komplexni informace o vnitini
struktufe a usporadani hmoty. Proto mtizeme NMR spektroskopii sméle povazovat za metodu
komplementarni k rentgenové difrakci. Ackoli NMR spektrometrie poskytuje vyznamné
krystalografické informace, cilem NMR spektroskopikii neni zcela nahradit difrakéni
techniky, ale predev§im doplnit chybéjici tdaje k uplnému popisu struktury a dynamiky
krystalickych a vysoce organizovanych systémi. Zatimco difrak¢ni techmky jsou témet slepe
k atomiim vodiku, protoze ten se vyznacuje jen malou A0 :
elektronovou  hustotou, NMR  experimenty  jsou
k ptitomnosti vodiku "H velmi citlivé. Nejen diky tomu se
NMR spektrometrie tuhého stavu stala vyznamnou soucasti
charakterizace farmaceuticky aktivnich substanci a od roku
1997 je doporucovédna i hlavnim a pfisnym regulatorem
trhu s 1é¢ivy v USA a tedy i na svéte - FDA (Food and
Drug Administration).

Spin ¢astice a jeho piivod

Zacnéme od zacatku. Pted vice neZ 13 miliardami let
se zrodil vesmir. Béhem krati¢kého obdobi hadronti (107 —
1 s) se zkvarkii vytvofily protony a neutrony. V
téchto ranych dobach vSak vesmir byl jesté pfili§ horké
misto na to, aby elektrony a protony ,.drzely* v atomech  Obrizek 1. Obraz ,,Spin® od
dohromady. Proto osamocen& bloudily malym, horkym a  Mary Burke
velice hustym vesmirem.
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Ale jiz vté¢ dobé mél proton, coz je porad nejjednodussi atomové jadro, svou klidovou
hmotnost, naboj a spin. Kdyz pak béhem obdobi nadvlddy zativych poli a v obdobi
nukleosyntézy (3 min — 379 000 let) vesmir zchladl na teplotu asi 3000 K, protony a neutrony
se jiz mohly spojovat do atomovych jader a spolu s elektrony tvofit nejjednodussi atomy a
molekuly a posléze 1 t€z8i jadra. To byly a jsou pfedevsim molekuly vodiku H,. I v téchto
atomech a molekulach si jednotlivé elementarni Castice ponechaly vyse uvedené vlastnosti
tedy i spin. Proto spin neni vlastnosti pouze protonli a elementarnich Castic, ale i velké

YV

Kde hledat po¢atky NMR spektrometrie?

Spin, tato vlastnost mnoha ¢astic, nema zcela uplnou makroskopickou analogii. MiiZze
trochu pfipominat rotaci. Ano, rotace je velmi Castym jevem a pohybem kolem nas. Je to
prave rotacni pohyb, ktery nds pohodIné€ piesouva z mista na misto, a ktery nas stale inspiruje
(Obrazek 1.). VSechny makroskopické objekty mohou rotovat kolem vlastni osy a vnéjsim
zasahem plynule ménit sviij moment hybnosti. Mohlo by se tedy zdat, Ze i elementarni ¢astice
mohou kol své osy rotovat. Ale 1 kdyz tomu tak neni a my zcela urc¢ité¢ vime, ze zadné
atomové jadro (tedy ani samotny proton) kolem vlastni osy nerotuje, jeho nerozlu¢nou
vlastnosti je "vnitfni" moment hybnosti tedy spin. Tento vnitini jaderny spin poprvé
pfedpovédél Wolfgang Pauli (*1900-11958, Nobelova cena 1945) v roce 1924 a to
prostfednictvim ¢tvrtého kvantového ¢isla. O rok pozdéji to byli George Uhlenbeck (*1900-
71988) a Samuel Goudsmit (*1902-71978) kteti interpretovali toto kvantové cislo jako spin.
Spin je vSak vlastnost relativistickd a jeji popis je dokonale propracovan v ramci kvantové
teorie. Proto se moment hybnosti stejn¢ jako vétSina dalSich vlastnosti ve svété Castic nemeéni
plynule, ale je kvantovan.

Zminime-li ale termin ,relativisticka® musi se nam
vybavit jméno jiného velikého badatele, na jehoz pocest je
rok 2005 prdvem nazyvan ,Svétovym rokem fyziky".
Ano, je to Albert Einstein (*1879-11955, Nobelova cena
1921), ktery pted sto lety, tehdy jako jeSté neznamy
patentovy ufednik v Curychu, uvetejnil sérii ¢lankt, které
zasadnim zptisobem zménily pohled fyziki na podstatu
pozorovatelného svéta. V obecném povédomi A. Einstein
rovna se relativita; a relativisticke efekty, jak kazdy vi, se
projevuji typicky pfi rychlostech, blizkych rychlosti svétla,
v kosmickych rozmérech a v gravitanim poli velkych  magnetickych vlastnosti spinii.
hmot. Ale struktura a dynamika atomd a molekul je
prakticky vyhradné zaloZena na elektromagnetické interakci, popsané i pro mnohacasticové
systémy kvantovou mechanikou, kterou Einstein nejenze nevytvoftil, ale dokonce zavrhnul.
JenomzZe bez Einsteina, bez jeho jasnoziivé interpretace Planckova objevu kvantovani svétla,
by sotva byla n¢jakd kvantovd mechanika viibec vznikla. Pomoci téchto tvah bychom tedy
mohli posunout dobu poloZeni zakladii NMR spektrometrie do doby pied sto lety. Uvaha je to
jisté hezka, ale ne zcela korektni, protoze tak bychom se mohli dostat i dale az na konec 18.
stoleti do doby Francouzské revoluce. O tom se ale zminim pozdéji.
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Proc je vodik tak vyjimeény?

Mozna to vyplyva z vyse uvedeného snad az ,,aristokratického* ptivodu protont (tedy i
atomtl vodiku), ale prave toto atomové jadro méd pro NMR spektroskopii vyjimeény vyznam.
Je to praveé vodik, vyjma zcela nezndmé temné latky (dark matter), ktery i v dne$nich dnech
tvofi drtivou vétSinu veskeré zndmé hmoty vesmiru a v podobé molekul vody a jinych
organickych molekul i Zivych organismii. Nejenom ze je vodik tak rozsifeny, ale jsou to totiz
jeho atomova jadra, ktera diky svému vysokému gyromagnetickému poméru (2,68.10° T~
'rads™) a tém&f 100% ptirozenému izotopovému zastoupeni ('H) jsou viibec nejcitlivejsi ve
vztahu k NMR experimentim. Odezva vodikovych jadernych spinli na vné&j$i podnéty
(excitaci) je nejvétsi a piitomnost jaderného spinu atomu 'H lze vystopovat i na relativng
velkou vzdélenost. Atomova jadra vodiku totiz produkuji nejsilnéj$i jaderny magneticky
moment a projevuji se i nejsilngjsi dipolarni interaket.

Kvantovani orientaci a energii

Jaderny magneticky moment je pfimym dusledkem existence jaderného spinu. Atomové
jadro mizeme velmi zjednodusené povazovat za malinkaty magneticky dipol (Obrazek 2). Je-
li vhodné atomové jadro (proton) umisténo do
silného magnetického pole, prestavaji byt pro jeho
magneticky moment (a soucasné spin) rizné
orientace rovnocenné. Za prvé plati kvantovani
orientace (ne kazdy smér je povoleny) a pak (stejné
jako v makroskopickém svété) zavisi energie na
orientaci magnetického momentu. (Obrazek 3.)
Kvantovani orientace soucasné¢ znamend kvantovani
energie. Tak vznikaji energetické stavy, které lze
pozorovat pouze v magnetickém poli. Obecn¢ plati,
Ze spin Castice mtize byt orientovan pouze tak, aby
jeho primét (slozka) do pozadovaného sméru (zde
smér magnetické indukce) byla polovinovym
nasobkem Planckovy konstanty délené¢ m. To také
Obrizek 3. Schématicki ilustrace  Zhamend, Ze magneticky moment se nikdy nemize
kvantovani orientace vektoru jaderného  energeticky uplatnit celou svou velikosti. A navic
magnetického ~ momentu  vzhledem  diky principu neurcitosti, nemizeme zbyvajici dvé
k vnéjsimu magnetickému poli. slozky vektoru spinu souc¢asné méfit presné.

Excitace a koherence

Pokud pii popisu NMR experimentu zapomeneme na to, Ze spin neni rotace, mizeme se
na dany problém podivat 1 z jiné strany. Na pocatku NMR experimentu je ,,nic*, totalni chaos
a spiny si délaji co chtéji. Neexistuje zadna makroskopickd a tedy 1 méfitelna magnetizace.
Umistime-li ale latku do magnetického pole, spiny se zorientuji do dvou moznych smérd a
zacnou vykondvat precesni pohyb (Obréazek 3). Jejich pohyb ale neni zfazovany, kazdy spin
se nachazi v jiné fazi precesniho pohybu. Ale protoze spinti se souhlasnou orientaci se
smérem vnéjSiho magnetického pole je o troSinku vice nez spini s opacnou orientaci,
vektorovy soucet dava makroskopickou magnetizaci, které fikdme podélna. O ni pouze vime,
ze existuje, ale nemizeme ji pfimo métit. Pak systém ozafime kratkym radiofrekvencnim
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pulsem, jehoz frekvence (10-950 MHz, frekvence
radiovych vIn) odpovidd frekvenci spinové
precese. Diky tomu dojde ke zfazovani precesniho
pohybu a vSechny spiny za¢nou rotovat ze stejné
vychozi orientace. Precesni pohyb je tedy fazové
koherentni. Rikame Ze dosihneme koherence.
Zarovenn se populace na obou energetickych
hladinach vyrovnaji a vektorovy soucet da pricna
magnetizaci. Ta v detekéni civee indukuje napéti,
které snimame ve form& voln¢ doznivajici
indukce (FID). No a pravé tato voln¢ doznivajici
indukce je nositelkou vSech  strukturnich

informaci. Obrazek 4. Felix Bloch ve své laboratoii v roce
1949, kdy byl naméien prvni NMR signal.

Prvni NMR signaly

Moznosti manipulace s jadernym spinem si jako jeden z prvnich povsiml Isidor I[saac
Rabi (*1898-11988, Nobelova cena 1944), ktery se mimo jiné (napi. konstrukce atomovych
hodin) vénoval rozvoji radarové technologie. Diky tomu se NMR spektrometrie zacala vice
rozvijet béhem druhé svétové vialky. K dosazeni tspéchu také vyznamné pfispél rozvoj
makromolekularni chemie a to predevsim diky objevu polymert jako je teflon a nizkohustotni
polyethylen. Nebyt téchto materidlli, rozvoj podstatnych elektronickych soucasti by byl
znaéné komplikovan. A tak prvni 'H NMR signal atomii vodiku 'H v parafinu byl naméfen v
roce 1949 ve Stanfordu Felixem Blochem (*1905-11983). Ten pozdé&ji v roce 1952 spolu
s Edvardem Millsem Purcellem (*1912-71997)
ziskal Nobelovu cenu. OvSem zafizeni, které
obsluhuje (Obrazek 4), jesté neni klasicky NMR
spektrometr, ale spiSe piistroj na méfeni
magnetického momentu. Za vice nez 50 let se
ale NMR spektrometrie dramaticky proménila.
Permanentni magnety a elektromagnety byly
nahrazeny  supravodivymi, kde  teplota
kapalného helia dosahuje méné¢ nez 2 K.
Velikost supravodivych magnetu, které dosahuji
zavratnych intenzit magnetickych poli (vice nez
21 T, Obrazek 5), je pfitom uctyhodna, zatimco
elektronika se nyni vejde do nékolika malych
krabicek. Pavodné byl pomér zcela opacny.
Vzpomenime na salové pocitace.

Obrazek 4. Supravodivy magnet o intenzité
magnetického pole vétsi nez 21T.

Matematika — kralovna véd

Vratme se ale jeSt¢ na chvilku do historie. V historickém piehledu nesmime
zapomenout na jednoho muze, ktery se zcela nezastupitelné zapsal do knihy NMR
spektrometrie a to uz v dob¢, kdy zddna NMR spektrometrie neexistovala. Je to dastojnik



>
Joint Laboratory of Solid-5tate NMR

IMC AS CR and JHIPC AS CR

PRAGUE i L:

armady cisafe Napoleona Bonaparta a jeden znejvétSich
matematikli svéta Jean Babtiste Joseph Fourier (*1763-11830).
Pivodné se mél stat knézem, ale bliz§i mu byla matematika a
armada a tak se jiz v 16 letech stal ucitelem matematiky na
vojenské Skole v Auxerre. Byl to také clovék s jistym politickym
nadanim a ackoli byl ve spojeni s Revolu¢nim vyborem,
zbyte¢ny teror francouzské revoluce mu pry byl cizi. Mozna i
proto byl v roce 1794 uvéznén a ¢ekal na popravu. Ale diive nez
on na popravisti skoncil samotny Robespierre. Diky tomu byl
osvobozen a svét je o néco bohatsi. J.B.J. Fourier ani poté na
politiku nerezignoval a v roce 1798 vyrazil s Napoleonovou
armadou na Vychodni expedici. Tehdy se stal guvernérem -
dolniho Egypta a po navratu do Francic se stal prefektem  Obrazek 6. Jean Baptiste
Grenoblu. Jeho ptinos pro NMR spektroskopii viak nespo¢iva ~ Joseph Fourier

v jeho politické a diplomatické obratnosti, ale ve vypracovani

vztaht, které prevadéji transformuji funkce z ¢asové oblasti do oblasti frekvencni. A prave
touto procedurou ziskdvame tradicni frekvenéni spektrum. Jeho transformace (Fourierova
transformace - FT) vychazi z pfedpokladu, ze kazdy signél lze vyjadfit jako superpozici
nekonecné mnoha sinusovych signald.

O vice nez 150 let pozdégji tuto Fourierovu transformaci vyuzil Richard R. Ernst (*1933,
Nobelova cena 1991) k pfevedeni vySe zmiiflované v ¢ase volné doznivajici indukce do
klasické podoby frekvenéniho NMR spektra, ve kterém nachdzime signaly, jez lze pftiradit
jednotlivym atomiim a strukturnim jednotkdm v molekule. Takovéto spektrum je vlastné

FID FT Spektrum

l o 1 iR
h > i ) » -

I 4 \\ T I I I I I I
180 160 140 120 100 80 60 40 ppm

Obrizek 7. FID a Fourierovou transformaci generované C NMR spektrum simvastatinu a jeho
molekularni struktura.

uplnym zobrazenim molekuly a jeji struktury (Obrdzek 7). A nasi snahou je pochopit tato
spektra a na jejich zakladé rekonstruovat strukturu nezndmé slouceniny.

Spinova gymnastika a pulsni sekvence

Od poloviny 60. let minulého stoleti se NMR spektrometrie jiz stala nedilnou a
standardni souc¢asti moderni chemie. A od roku 1971, kdy byl navrZzen prvni dvou-rozmérny
experiment, pak NMR spektrometrie prosla dal§im bouflivym rozvojem. V tomto roce totiz
Jean Jeener (*1931) na letni Skole v Basko Polje v Jugoslavii navrhl zasadni korelacni
experiment (COSY - COrelalation SpectroscopY). Tato jeho prace nikdy nebyla publikovana
v renomovaném Casopise a presto vyznamné ovlivnila budouci sméfovani NMR
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spektrometrie. Zajimavé také je, Ze trvalo celych pét let nez se podafilo tento experiment
realizovat R.R. Ernstovi. Badatelé¢ vénujici se NMR se posléze pomoci pulsnich sekvenci
(Obrazek 8) naucili tak Sikovné a vhodné manipulovat se spinovym systémem molekul, Ze
mohou ziskat velmi pfesné informace o meziatomovych vzdalenostech, lokalni geometrii

INADEQUATE WATERGATE
CPD
'H:
I
Bc: d1 fJd4 W d4 do

ADEQUATE

'H: d1 Id4 Id4 I I d24 l d24 Jd4 d4 Q505

o Lellel o MMIBIA
i [

Obrazek 8. Schematické znazornéni nékterych pulsnich sekvenci: INADEQUATE, WATERGATE
a ADEQUATE. Svislé usecky oznacuji pulsy elektromagnetického pole, oblé ttvary pulsy linearni
zmény magnetického pole nebo mékké pulsy elektromagnetického pole.

molekuly, vzajemnych interakcich a vnitini pohyblivosti téméf vSech slouCenin ve vSech
stavech. Diky této manipulaci, kterd se nékdy nazyva ,,spinova gymnastika®, tak pokrocilé
NMR techniky vice nez deset let umoznuji urcit Gplnou tfi-rozmérnou strukturu proteinti
v roztoku (Obrazek 9.). Jednim z nejvyznamnéjSich
badatell, ktefi se zaslouzili o rozpracovani téchto y
technik je Kurt Wiithrich (*1938, Nobelova cena
2002). Diky tomu NMR spektrometrie ptekrocila
hranice fyziky a chemie a zacala vyznamné
ovliviiovat biochemii a strukturni biologii.

V soucasné dobé jiz existuje nékolik tisic NMR
experimentl — pulsnich sekvenci, které poskytuji
specifické informace o studovaném objektu. Vétsing
téchto sekvenci pfifadili jejich objevitelé nazvy, které
jsou n€kdy ponckud bizarni a zasluhuji proto kratkou  gprazek 9. SH3 doména a-spektrinu.
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zminku. Jisté néktery NMR experiment se ndm miiZze jevit jako zcela nepostacujici 1 kdyz
takovy ve skutecnosti neni (INADEQUATE - Incredible Natural Abundance DoublE-
QUAntum Transfer Experiment), jind technika zase miiZze byt moudra (WISE - Wlde-line
SEparation), n¢kdy se vSe jevi jako pouhopouhy sen (DREAM - Dipolar Recoupling
Enhancement through Amplitude Modulation), ktery podle mé zkuSenosti velmi rychle mtze
ptejit vdrama (DRAMA - Dipolar Recovery At Magic Angle) a nakonec dokonce v horor
(HORROR - HOmonucleaR ROtary Resonance). Smysl pro humor je NMR
spektroskopiktim skutecné blizky a tak jedna z velmi casto pouzivanych technik pro potlaceni
signalu vody nese ptiznaény nazev WATERGATE. Pravé tato technika, pfi jejimz objevu
stal vyznamny Cesky badatel Vladimir Sklenar (*1951), pfipadné jeji odvozeniny jsou dnes
soucasti prakticky vSech experimentt, které slouzi k popisu biologicky zajimavych systémd.

Strukturni biologie

Zajem NMR spektroskopikil se velmi cCasto soustfed'uje na biologicky zajimavé
makromolekuly. Jde pfedevS§im o nukleové kyseliny, peptidy a proteiny, kter¢ fidi radu
biologickych procesii v zivych butikach. At uz
jde o stabilizaci membranovych potenciald, .
prenos signalu, ¢i regulace objemu bunky,
vSechny tyto procesy a predevSim poruchy
téchto procesi mohou vést k vaznym
poskozenim celého organismu. Pro pochopeni
téchto procesti a nalezeni zakonitosti mezi
nimi, je znalost uplné struktury téchto latek
klicovda. Cela ftada struktur rozpustnych
proteint jiz byla uspé$né stanovena a to jak
rentgenovou difrakci slozité pfipravenych
krystalt, tak uzitim NMR v roztoku. AvSak 30
% vSech proteind se naléza v pfirozeném stavu
v lipidovych membranach (Obrazek 10) a tak
je pochopitelné, ze prevést takovyto systém do
roztoku, ¢i piipravit vhodny krystal a zaroven Obrazek 10. Usporad4ani membranového
zachovat podstatné funkéni vlastnosti, je proteinu v lipidové membriné
velice obtizné. A pravé pro feSeni téchto
problémi se nabizi NMR spektrometrie
v tuhé fazi.

l} l'f'

NMR spektrometrie tuhého stavu

Tato technika ma na rozdil od NMR
v roztoku tadu specifik. Napiiklad vzorek
musi velice rychle rotovat, pfiemz
frekvence rotace dosahuje bézn¢ az 35
kHz. Dale musi osa rotace svirat se
smérem vnéjSiho magnetického pole thel

AN
- -AV_- I —

Obrazek 11. Schematicka reprezentace anizotropni ¢asti

o , W s 1
54,7°. Tomuto Uhlu se fkd ,,magicky“, tenzoru chemického posunu a magickd rotace

protoZe prave pii rotaci pod timto thlem v jednotkové krychli.



>
Joint Laboratory of Solid-5tate NMR

IMC AS CR and JHIPC AS CR _—

PRAGUE i L:

se spinovy systém tuhé latky zacina chovat jako by byl v roztoku. To Ize zjednoduSen¢ chapat
tak, ze vysoka rychlost rotace vnuti molekularnimu systému a tak kazdému elektronovému
oblaku kubickou symetrii. Uhel 54.7° totiz svira t&lesova uhloptic¢ka se stranami v krychli
(Obrazek 11). Techniku rotace vzorku pod magickym thlem poprvé navrhli E.R. Adrew
(*1921) a L.J. Lowe (*1929) v letech 1958 a 1959. OvSem tehdejsi prace byly provadény na
anorganickych materidlech pro odstranéni anizotropie chemického posunu. A v tento okamzik
do ptibéhu vstupuje Bohdan Schneider (¥1927) z Ustavu makromolekularni chemie CSAV. V
roce 1962 byl na tomto ustavu instalovan NMR spektrometr JEOL-JNM-3-60, ktery mél
napomoci fesit strukturni problémy ne anorganickych latek, ale Casto nerozpustnych
polymeri. Teoreticky vzd&lani fyzici vsak tehdy dokazovali, Z¢ v'H NMR spektrech se
z&dny pozitivni efekt rotace vzorku pod magickym thlem nemize projevit, ponévadz Sitka

T T T T T T T i T T T T T T T 1
40 30 20 10 0 -10 -20 ppm 40 30 20 10 0 -10 -20 ppm

Obrazek 12. "H MAS NMR spektra zméiena pri rotaci 8 kHz (vlevo) a 32 kHz (vpravo).

signalil protontl v rigidnich systémech je pfili§ velika. Anebo naopak u systémil, jejichz signal
byl jiz uZzsi, se predpokladalo, Ze vnitini pohyb je tak veliky, Ze se makroskopicka rotace opét
neprojevi. Navzdory témto teoretickym pfedpokladiim se B. Schneider nedal odradit a do
roku 1967 zkonstruoval plexisklovou kyvetu, do které¢ byly vyfrézovany lopatky.
Samoziejmé, Ze bylo sledovano zuzovani signalil a dnes se ultravysoké rotace vzorku pod
magickym thlem (50-70 kHz) pouZivaji pro ziskéni vysoce rozlifenych 'H MAS NMR
spekter (Obrazek 12). Tehdy také B. Schneider vyslovil domnénku, Ze jedinym ukolem
teoretiku je vidy vyloZit, proc experiment vysel tak, jak vysel, a Ze dobry teoretik si najde vzidy
vysvétleni toho, Ze to co vyslo, je zrovna spravné.

Od roku 1976 kdy byla poprvé uvedena a pouZita
nyni jiz standardni uhlikova “C CP/MAS NMR
spektrometrie tuhych latek, jeji vyznam neustéle roste.
Zvlasté pro charakterizaci latek, jez lze jinymi
technikami popsat jen velmi obtizné. Pfedevsim jde o
jiz zminované membranové proteiny anebo zcela
nerozpustné peptidy a proteiny, které zplsobuji velice
vaznd mozkova poskozeni. Tim jsou pfedev§im /[
amyloidova vldkna prionovych proteinti zpisobujici
Alzheimrovu nebo Creutzfeldovu - Jakobovu chorobu.
Nerozpustné priony jsou vlastné defektni proteiny, které
bud’ pod vlivem genetickych dispozic nebo z neznamych diivodd nejprve zméni svou vlastni

Obrazek 13. Porovniani struktury
zdravého prionu (PrPC) a poSkozeného
prionu (PrPSc).
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strukturu a konformaci a nasledné pak sousedni proteiny z normalni rozpustné formy na
nebezpecnou nerozpustnou formu (Obrazek 13). Najit zakonitosti mezi strukturnimi zménami
a ,infekénim* chovanim priont je jednou z vyzev pravé pro moderni NMR spektroskopii
tuhého stavu. Faktem také je, ze prvni vysledky na sebe nenechaly dlouho ¢ekat a 9. ¢ervna
tohoto roku vysla v prestiznim Casopise Nature (435, 8§44, 2005) prace, jez poodhaluje
nektera tajemstvi.

NMR krystalografie

NMR spektrometrie tuhého stavu vsak nezkouma pouze biologické materidly, jak by se
mohlo z vySe uvedené¢ho zdat. Vyznamnym zptisobem zasahuje 1 do primyslovych oblasti
napf. do oblasti farmaceutického primyslu. Zde slouzi predev§im pro popis fazového slozeni
polykrystalickych aktivnich substanci fady léktu. To je podstatné nejenom k zajisténi vSech
patentovych nalezitosti, ale i ke kontrole €istoty produktu.

Mw

220 200 40 20 ppn

Obrizek 14. *C CP/MAS NMR spektra dvou krystalovych forem atorvastatinu.

Historicky to sice je praskova rentgenova difrakce, ktera stale zujima neotiesitelné prvni
pozici pii identifikaci riznych krystalovych forem Iékovych substanci, ale diky dosazitelnému
spektralnimu rozliSeni rozsah vyuzivani NMR tuhé faze velmi rychle vzrista. Aplikovatelnost
této metody ve farmaceutickém prumysiu je vSak podminéna moznosti poskytovat
pozadované informace v relativné kratkém case a moznosti analyzovat latky v pfirozeném
izotopickém zastoupeni. Z toho plyne, ze zadkladnim nositelem strukturnich informaci je
predev§im chemicky posun (Obrazek 14). To je rozdil frekvence precesniho pohybu
zkoumaného atomu v molekule od reference standardu. Chemicky posun totiz velice citlivé
reaguje i na nepatrné zmeny v rozlozeni hustoty elektront v okoli detekovanych jader. V tom
nejjednodussim priblizeni NMR chemicky posun slouzi k rozliSeni a identifikaci jednotlivych
polymorfl, solvatomorfii, ¢i hydratd. Zajimavou moznosti je také schopnost identifikace
nestechiometickych hydrath a lokalizace molekul vody v krystalovych kanalech.
V neposledni tadé pak analyza NMR spekter krystalickych latek mlze vést k uréeni
zéakladnich parametrt krystalografické jednotky. Tyto informace spolu s pochopenim povahy
vodikovych vazeb poutajici molekuly do tfirozmérné struktury a lokalizace odpovidajiciho
vodikového atomu umoziuji rekonstrukci Uplné 3D struktury. Na rozdil od difrak¢énich
technik totiz dokdze NMR spektrometrie velmi piesné lokalizovat pozici vodikovych atomi s
presnosti &+ 2-5 pm.

10
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Zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI)

Ale ponechme NMR krystalografii jejimu osudu. Od
farmacie je jen krok k medicing, kde se nuklearni magneticka
rezonance stala vyznamnou diagnostickou  metodou.
Zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI — Magnetic
Resonance Imaging) je zaloZzeno na stejnych principech jako
NMR. Spravngjsi by bylo nazyvat tuto diagnostickou metodu
jako ,,zobrazovani nukledrni magnetickou rezonanci®, ale slovo
,,nuklearni“ budilo v 70. letech minulého stoleti, v dobach
studené valky, nepifijemné asociace a proto se jednoduSe
vypustilo. Presto jiz témét 30 let tato metoda zobrazuje rizné
¢asti organismu a poskytuje obrazky orgéni s velmi vysokym
rozliSenim a kontrastem (Obrazek 15).

)
Joint Laboratory of Solid-5tate NMR
IMC AS CR and JHIPC AS CR

Obrazek 15. Axialni Fez hlavy

v hloubce 22 cm.

Vsichni vime, ze se lidsky organismus sklada

prevazné zvody, ale az vroce 1971 si Raymond
Damadian (*1936) uvédomil a pak také i ukazal, Ze
chovani molekul vody ve zdravé a nemocné tkani
muze byt rizné. Rozdil je predevsim v pohyblivosti
molekul vody, kterd souvisi s teplotou ptipadné
obsahem ruznych soli a iontl. Prvni obrazek potidil
vroce 1973 Paul Lauterbur (*1929). Vroce 1975
Richard R. Ernst navrhl techniky fazového a
frekven¢niho kodovani a v roce 1977 Peter Mansfield
(*1933) vyvinul echo-planarni zobrazovani (EPI). V té
dob¢ portizeni jednoho obrazku trvalo né¢kolik minut,
ale od roku 1986 se potfebny Cas snizil na nékolik

Obrazek 16. Cévni Fecisté hrudnikua  sekund. V témz roce byl vyvinut NMR mikroskop,

krku.

ktery umoznil dosdhnout mikrometrového rozliSeni na
vzorcich velkych cca 1 cm. V roce 1987 echo-planarni
zobrazovani umoznilo kontinudlni sledovani srde¢ni

funkce a ve stejném roce Charles Dumoulin rozvinul
angiografii. = (MRA  —  Magnetic  Resonance
Angiography), kterd dokaZze pri pouziti specidlnich
kontrastnich latek na bazi komplext gadolinia
perfektné zobrazovat krevni feCisté (Obrazek 16).
V tomto bod¢ se moderni NMR spektrometrie a tedy 1
MRI opét setkava s Ustavem makromolekularni
chemie, kde byl wvyvinut specidlni kontrastni
polymerni systém na bazi vodorozpustnych komplexti
kopolymerti N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu
s gadoliniem. Dlouhodob4 stabilita, biokompatibilita
a predevSim vysokd relaxivita téchto latek jsou
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Obr. 17. Schéma pristroje na zobrazovani
magnetickou rezonanci (autor R.
Damadian).

optimalni vlastnosti pro ziskani detailnich a ostrych obrazkl i velice subtilnich struktur a

atvaru.
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Abych ucinil povinnosti zadost, musim uvést
ze v roce 2003 Sir Paul C. Lauterbur z Univerzity v
Illinois a Sir Peter Mansfield z Univerzity v
Nottinghamu byli spolecné ocenéni Nobelovou
cenou v oblasti mediciny za jejich objevy a pfinos
v oblasti zobrazovani magnetickou rezonanci.
Otazkou zlstavd pro¢ nebyl spolu snimi ocenén
skuteCny objevitel této metody a autor patentu na
NMR tomograf R. Damadian (Obréazek 17).

MRI je nepochybné¢ mladou a dynamicky
rostouct védni disciplinou. Naptiklad v 2003 bylo na
svété pfiblizne 10000 diagnostickych zafizeni
(Obrazek 18), které potidily odhadem 75 milionli
obrazkd.

Funkéni MRI
Modifikace, ktera rozhodné stoji za zminku,
je tzv. funkéni MRI (fMRI). Pfi ni se vyuziva faktu,
ze pusobenim kysliku se protony velice rychle
vraceji do vychoziho magnetického stavu (relaxuji),
takze lze MRI zdznamy snimat v milisekundovych
intervalech. JelikoZ zejména neurony, které jsou ve
Obrizek 18. MRI tomograf Magnetom zvy§ené évinnosti, spotrebuji daleko Vice’kyslﬂgl,, je
Trio 3T od firmy Siemens (nahofe) a mozno fadou rychle za sebou nasledujicich
»stand-up“ MRI tomograf FONAR (dole). tomografickych snimkad zobrazit napt. Sifeni
nervovych vzruchii po néjakém smyslovém nebo i
slovnim podnétu v riznych oblastech lidského
mozku. Na tomto principu byla sledovana funkce mozku béhem mrkani oka. Ukézalo se, Ze
pii kazdém mrknuti oka, které trva asi 150 ms, se u Clovéka deaktivuji nekteré ¢asti mozku,
predevsim je to zrakova kira, kterd je obvykle v plné pohotovosti ve chvilic, kdy ¢lovek
vnima objekty okolniho svéta. Pravdépodobné diky témto vypadkim si lidé neuvédomuji, ze
mrkaji. Je tedy ziejmé, Ze perspektivy tohoto oboru jsou doslova nedohledné.

Kratky zavér

Ackoli se to nezda, NMR spektrometrie a techniky s ni souvisejici se od roku 1950
uspesné rozsifily a zasahly fadu oblasti nejenom védy, ale také primyslu a samoziejmée
mediciny. Lze tvrdit, ze NMR spektrometrie je stile velice rychle se rozvijejici oblast
strukturni analyzy a lze predpokladat, Ze s budoucim metodickym a technickym pokrokem se
naSe znalosti struktury hmoty jesté vice prohloubi. ZvIasté pak nalezeni vztahu a zékonitosti
mezi strukturou, vnitini pohyblivosti a funkénim chovanim zkoumaného systému ndm
umozni pochopit fadu jevii a diky tomu i vhodné a cilené ptipravovat nové materialy,
pripadné 1épe fesit a predchazet fad¢ zdravotnich problémd.
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